Descripción parcial de la oogénesis de Gastrotheca orophylax (Anura, Hemiphractidae) by Haro Ramos, Michelle Ximena
 PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATÓLICA DEL ECUADOR 
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES 
ESCUELA DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 
 
 
Descripción parcial de la oogénesis de Gastrotheca orophylax (Anura, Hemiphractidae) 
 
 
Disertación previa a la obtención del título de Licenciada en Ciencias Biológicas 
 
 
MICHELLE X. HARO RAMOS 
 
 
Quito, 2016 
 
 
III 
 
 
 
 
 
 
CERTIFICACIÓN 
 
 
Certifico que la Disertación de Licenciatura en Ciencias Biológicas de la Srta. Michelle 
Haro Ramos ha sido concluida de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto, 
puede ser presentada para la calificación correspondiente. 
 
 
 
 
 
Dr. Óscar D. Pérez 
Director de la Disertación 
Quito, de 2016 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“No creas que la vida es muy corta, lo que es muy corta es la juventud y si tu no la 
aprovechas estudiando o superándote entonces la vejez será tu cruz” 
-Juan Gabriel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
Primero agradezco a Dios, ya que nada hubiera sido posible sin su intervención. 
A la Pontificia Universidad Católica, por el financiamiento para realizar este proyecto. 
A Óscar Pérez, Director de mi proyecto de disertación por acogerme en el Laboratorio de 
Biología del Desarrollo. Por su confianza depositada en mí para la realización de este 
proyecto, por su constante apoyo, correcciones, paciencia e incentivo para aprender del 
fascinante mundo de la ciencia del desarrollo.  
 A Myrian Rivera y colaboradores por abrirme las puertas del laboratorio de Citogenética 
y permitirme usar sus instalaciones y guiarme con sus conocimientos técnicos para la 
elaboración de este proyecto. 
A Verónica Velastegui quien me presentó a Luis Yaselga del laboratorio de Patología en 
el Hospital Oncológico Solca, quien me facilitó con la técnica de los cortes histológicos, 
por su amable e infalible ayuda. 
A Fran Angiolani quien aparte de ser parte del laboratorio de Biología del Desarrollo se 
convirtió en mi amiga y estuvo siempre conmigo, por guiarme en el proceso. Muchas 
Gracias por esa sincera amistad y alentarme siempre a seguir adelante con el estudio. 
A Elysio, Kathya y quienes colectaron el material para poder realizar este estudio. 
A mi madre Ximena Ramos, por apoyar emocional y económicamente mi carrera. Por su 
infinito amor y comprensión. Gracias porque además de ser mi madre es mi amiga, por 
enseñarme que a través del camino de Dios nada es imposible. Por confiar siempre en mí. 
Por siempre escucharme y entenderme. Te Amo madrecita.    
A mi padre Gonzalo Haro, por haberme inculcado el amor por la ciencia, por su constante 
apoyo tanto económico como emocional. Gracias por enseñarme, guiarme y darme ánimo 
constantemente y por su confianza en mí. Por haber comprendido con cariño y haberme 
acompañado esas salidas inoportunas de campo. Te Amo padrecito.    
A mi amada familia; hermanos y hermanas, Pedro, Pablo, Gonzalo, Lusa, Karla por su 
constante apoyo y consejos los que me ayudaron a llegar hasta este punto. A mi tía Lucía, 
por su cariño incondicional, su apoyo y comprensión. Por acogerme y apoyarme 
emocional y económicamente. Los amo 
A mi mejor amiga Paola Chávez, quien se convirtió en mi familia. Gracias por todos esos 
momentos inolvidables de la carrera. Ha sido el mejor apoyo incondicional a lo largo de 
este proceso, por no dejarme desmayar y mostrarme el amor verdadero.   
A mi mejor amigo Josué Arteaga, quien se convirtió en mi familia. Por su apoyo 
incondicional y paciencia a lo largo de toda la carrera. Por sus consejos y por haber 
siempre estado dispuesto a prestarme su ayuda y compartir su sabiduría conmigo.  
A Carolina, Paola P., Daniela, Katherine, mis amigos y compañeros por todas las 
experiencias vividas las que jamás olvidaré. Gracias por su cariño, amor y felicidad 
compartida conmigo.  
VI 
 
TABLA DE CONTENIDOS 
 
1. RESUMEN ................................................................................................................. 1 
2. ABSTRACT ............................................................................................................... 2 
3. INTRODUCCIÓN ..................................................................................................... 3 
3.1. OOGÉNESIS ...................................................................................................... 3 
3.2. ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS ............................................................... 9 
3.3. Gastrotheca orophylax ..................................................................................... 10 
4. OBJETIVOS............................................................................................................. 11 
5. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................ 12 
5.1. COLECCIÓN Y MANTENIMIENTO DE MATERIAL BIOLÓGICO .......... 12 
5.2. EXTRACCIÓN OVARIOS .............................................................................. 12 
5.3. MANTENCIÓN Y FIJACIÓN DE TEJIDOS GERMINALES 
FEMENINOS ............................................................................................................... 12 
5.4. FIJACIÓN, CORTES HISTOLÓGICOS, MICROFOTOGRAFÍA DIGITAL, 
ANÁLISIS DE MICROGRAFÍAS   ............................................................................ 13 
6. RESULTADOS ........................................................................................................ 15 
6.1. ESTADIO II (TEMPRANO): ........................................................................... 15 
6.2. ESTADIO II (TARDÍO): .................................................................................. 15 
6.3. ESTADIO III .................................................................................................... 16 
6.4. ESTADIO IV .................................................................................................... 17 
6.5. ESTADIO V ..................................................................................................... 17 
6.6. ESTADIO VI .................................................................................................... 18 
7. DISCUSIÓN............................................................................................................. 19 
8. CONCLUSIONES ................................................................................................... 26 
9. REFERENCIAS ....................................................................................................... 28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII 
 
 
LISTA DE FIGURAS .................................................................................................... 36 
Figura 1. Gastrotheca orophylax ................................................................................. 38 
Figura 2. Oocitos Estadio II (temprano) ...................................................................... 40 
Figura 3. Oocitos Estadio II (tardío) ............................................................................ 42 
Figura 4. Oocitos Estadio III ........................................................................................ 44 
Figura 5. Oocitos Estadio IV ....................................................................................... 46 
Figura 6. Oocitos Estadio V ......................................................................................... 48 
Figura 7. Oocitos Estadio VI ....................................................................................... 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VIII 
 
 
 
LISTA DE TABLAS ...................................................................................................... 51 
Tabla 1. Medidas obtenidas del diámetro en micras (µm) de oocitos para cada 
estadio .......................................................................................................................... 52 
Tabla 2. Medidas obtenidas del diámetro de la vesícula germinal en micras (µm) de 
oocitos para cada estadio ............................................................................................. 53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IX 
 
 
 
LISTA DE ANEXOS ..................................................................................................... 54 
Anexo 1.- Tabla de oogénesis comparando los 6 estadios de Xenopus laevis ............. 55 
Anexo 2.- Presencia de cuerpos nucleares aislados de la vesícula germinal de Xenopus 
laevis ............................................................................................................................ 56 
Anexo 3.– Microscopía de contraste de fases mediante las técnicas de 
Immunostaining e hibridización in-situ fluorescente ................................................... 57 
Anexo 4.- Mapa de localización de la especie Gastrotheca orophylax ....................... 58 
 
 
 
1 
 
 
1. RESUMEN 
El proceso en el que se desarrollan los oocitos se denomina oogénesis. Este proceso ha sido 
descrito detalladamente en Xenopus laevis con seis estadios. Esta rana posee un modo de 
desarrollo bifásico. La oogénesis para las ranas marsupiales ha sido descrita en Gastrotheca 
riobambae que, de igual manera, presenta un modo de desarrollo bifásico. Esta especie es 
utilizada como modelo para el grupo de los hemifráctidos. Dentro del grupo de los hemifráctidos 
se encuentra Gastrotheca orophylax que difiere de G. riobambae por tener desarrollo directo. No 
existen registros de estudios realizados en la oogénesis para G. orophylax ni tampoco para 
ningún hemifráctido con desarrollo directo. Se realizaron cortes histológicos de los oocitos y 
luego tinción con eosina-hematoxilina. Para la clasificación de los estadios se tomó en cuenta las 
características celulares, nucleares y presencia de estructuras del citoplasma de la célula. 
También se consideraron las diferencias de las medidas de tamaño, capas de recubrimiento del 
oocito y núcleo. Se encontraron seis estadios de la oogénesis para G. orophylax mostrando 
similitudes celulares con G. riobambae y X. laevis. En cuanto al tamaño, el último estadio en G. 
orophylax es considerablemente mayor a las otras dos especies. El presente estudio en G. 
orophylax proporciona la primera descripción de la oogénesis para un miembro del género 
Gastrotheca con desarrollo directo, aportando así mayor conocimiento acerca de su estrategia 
reproductiva.   
 
Palabras clave: desarrollo directo, Gastrotheca orophylax, hemifráctido, oocito, oogénesis. 
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2. ABSTRACT 
 
Oogenesis is the process by which oocytes develop. In Xenopus laevis, oogenesis has been 
described in detail. X. laevis has a biphasic mode of development and its oocytes present six 
stages of development. This is similar to the oogenesis of marsupial frogs such as, Gastrotheca 
riobambae, making it the model for the group of anuran hemiphractids. Gastrotheca orophylax 
belongs to the hemiphractid’s group. However, this species has a direct development mode. 
There are no studies describing the oogenesis of G. orophylax, nor for any other hemiphractid 
with direct development. For this study, histological sectioning was made from oocytes of a 
female frog, applying after eosin-hematoxilin dye. Cellular characteristics were taken into 
account for oocyte stage classification including, characteristics such as presence of structures in 
the cell cytoplasm, nuclear structures, diameter measurements and membrane coating. Six 
oogenesis stages were determined for G. orophylax, presenting cellular similarities with G. 
riobambae and X. laevis. The oocyte size of the last stage in G. orophylax is remarkably bigger 
than the other two species. The present study provides the first description of the oogenesis of a 
member of a Gastrotheca especies with direct development and contributes to a better 
understanding of G. orophylax´s reproductive strategy.            
 
Key words: Direct development, Gastrotheca orophylax, hemiphractid, oocyte, oogenesis.       
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3. INTRODUCCIÓN 
3.1.   OOGÉNESIS 
La producción de gametos haploides (huevo y espermatozoide) se da por medio de la 
meiosis siendo ésta un tipo de división celular. Donde las células producto reducen a la mitad la 
cantidad de información genética. La meiosis comprende dos ciclos de división para conseguir la 
replicación de ADN, mediante la segregación cromosómica. En la primera división meiótica los 
cromosomas homólogos se emparejan intercambiando información mediante recombinación, 
mientras que, en la segunda división las cromátidas se separan resultando en células haploides 
que se convierten en gametos (Gilbert, 2010, 2014; Hillers et al., 2015).  
 
En el primer ciclo o división meiótica ocurre la preparación y condensación 
cromosómica. El periodo de Profase I es el comienzo del primer ciclo meiótico y es donde se da 
el emparejamiento de cromátidas (Alberts, 2002; Hillers et al., 2015). Este a su vez, se divide en: 
leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis. El primer arresto meiótico ocurre en el 
estadio de diploteno de la profase I. En los oocitos de anfibios, éste es un periodo prolongado de 
crecimiento celular, donde los cromosomas se encuentran condensados, activos en la 
transcripción y adquieren la configuración plumosa (Alberts, 2002; Elinson y del Pino, 2012; 
Zickler y Kleckner, 2015). Este crecimiento de los oocitos puede persistir durante meses (Farrell, 
2015). 
 
El proceso en el que se desarrollan los oocitos se denomina Oogénesis (Gilbert, 2010,  
2014; Wolpert y Tickle, 2011). En este proceso se empiezan a sintetizar y ubicar ARNs 
mensajeros maternos (ARNm) y proteínas encargadas del desarrollo temprano. De igual manera, 
en el citoplasma del oocito, se forman organelas responsables de la acumulación y producción de 
energía como ribosomas, yema y mitocondrias (Gilbert, 2010, 2014).  
 
En las ranas marsupiales el proceso de incubación embrionaria no solo depende de 
cambios reproductivos en la madre y en el desarrollo embrionario, sino también de 
modificaciones excepcionales en el proceso de la oogénesis (del Pino, 1989; Saenz-Ponce, 
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Mitgutsch y del Pino, 2012; Elinson y del Pino, 2012; Farrell, 2015). El tipo de oogénesis puede 
ser síncrona o asíncrona. La oogenesis síncrona sucede cuando un grupo de oocitos crece en el 
ovario, mientras que el resto de oocitos se mantiene de tamaño pequeño durante una temporada 
reproductiva determinada. Gastrotheca riobambae cuenta con oogénesis síncrona. Durante el 
periodo de incubación G. riobambae cuenta con oocitos de los últimos estadios (estadio VI), 
mientras que los oocitos de estadios IV y V se encuentran ausentes. Al mismo tiempo, los 
oocitos de estadios tempranos (I al III) se mantienen pequeños y retoman su crecimiento después 
del nacimiento de renacuajos (del Pino, 1989; del Pino et al., 1986). En X. laevis la oogenesis es 
asíncrona, donde todos los estadios de los oocitos se sitúan simultáneamente en el ovario. Este 
tipo de oogenesis asíncrona es más favorable ya que la hembra se encuentra siempre lista para 
producir oocitos en el ovario (Davidson y Hough, 1969; del Pino, 1989; Smith, Xu y Varnold, 
1991). 
 
En la mayoría de los vertebrados, así como también en la mayoría de ranas arbóreas cada 
oocito contiene una sola vesícula germinal (núcleo del oocito). En otras especies de anuros (del 
Pino, 1989; Farrell, 2015) los oocitos pre-vitelogénicos contienen alrededor de 4 a 3000 
vesículas germinales las cuales desaparecen progresivamente hasta que solo una se mantiene en 
el oocito; este fenómeno es llamado oogénesis multinucleada propuesta en Flectonotus 
pygmaeus (del Pino y Humphries, 1978).  Por otro lado, está la oogénesis mononucleada, donde 
el oocito tiene una sola vesícula germinal a lo largo del proceso de oogénesis. Los oocitos de la 
mayoría de especies de ranas arbóreas con cuidado parental del huevo pertenecen al tipo de 
oogénesis mononucleada como Gastrotheca riobambae. De igual manera, los oocitos de X. 
laevis son mononucleados (del Pino, 1989;  Elinson y del Pino, 2012; Farrell, 2015). Se 
consideran 6 estadios de la oogénesis basándose en la anatomía del oocito en desarrollo 
(Dumont, 1972), tanto en X. laevis como en G. riobambae  (del Pino et al., 1986; Elinson y del 
Pino, 2012; Schmid et al., 2012) (Anexo 1).  
 
El proceso de vitelogénesis se da cuando existe producción de una gran cantidad de yema 
proteica necesaria para la maduración del oocito, ésta se forma en cierta fase del desarrollo del 
oocito. Se denominan oocitos pre-vitelogénicos a aquellos que no han iniciado el proceso de 
acumulación de yema; mientras que los post-vitelogénicos son aquellos que han culminado el 
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proceso de acumulación de yema (Dumont, 1972; Farrell, 2015). Las proteínas derivadas de la 
vitelogenina son el componente principal de las plaquetas de yema (Sretarugsa et al., 2001; 
Buschiazzo y Alonso, 2005;  Gilbert, 2010).  
 
Una vez que el oocito continúa creciendo, en los primeros estadios las plaquetas de yema 
empiezan a aparecer en la periferia del oocito. Las plaquetas de yema se acumulan centralmente 
en el oocito y los bordes hacia el oolema quedan desprovistos de yema esta región se denomina 
zona cortical basofílica.  Esta zona está conformada por depósitos de pigmento debido a la 
expansión de yema. En el caso de Rana sp. , Bufo sp. o en  Xenopus sp., presentan la zona 
cortical basofílica ya que en los oocitos de las especies con desarrollo acuático, el polo animal 
del oocito es pigmentado (Kemp, 1953; Sretarugsa et al., 2001; Elinson y del Pino, 2012). A 
medida que continúa el proceso de vitelogénesis, tanto en Xenopus laevis como en Rana pipiens 
las plaquetas se expanden a través de todo el oocito. También éstas se llegan a concentrar y 
acumular en forma de citoplasma perinuclear hacia el borde vegetal de la vesícula germinal 
(Kemp, 1953; Rasar y Hammes, 2006). Dumont (1972) lo describe como citoplasma basofílico. 
Este proceso es llamado síntesis periférica de yema (Kemp, 1953; Sretarugsa et al., 2001)  
 
Otra diferencia notable en el proceso de oogénesis en G. riobambae es el momento en 
que aparece la karyosfera. Esta estructura es resultado de una agregación de nucléolos, los cuales 
rodean a los cromosomas y se ubican en el centro de la vesícula germinal. De esta manera, forma 
una estructura compleja que puede contener material del nucléolo y/u otros cuerpos extra 
cromosomales (del Pino, 1989; Batalova y Bogoliubov, 2013).  La formación de la karyosfera 
refleja una inactivación y descanso del periodo natural y fisiológico del oocito. Este momento es 
establecido por la desactivación de síntesis de ARN en el periodo máximo de crecimiento del 
mismo (del Pino et al., 1986; Batalova y Bogoliubov, 2013). 
 
El núcleo se encuentra estructuralmente segmentado y organizado. Éste contiene material 
genético en donde se implementa la coordinación espacial y temporal de la expresión genética. 
Está estructurado de manera funcional para que tenga un alto dinamismo con los procesos que 
ocurren en él ( Gavrilov y Razin, 2015; Khodyuchenko y Krasikova, 2014). El núcleo tiene una 
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gran cantidad de cuerpos celulares con diferencias morfológicas y moleculares entre sí (Gavrilov 
y Razin, 2015; Grob y McStay, 2014). Los compartimentos nucleares más importantes incluyen 
a los nucleólos, puntos nucleares, cuerpos Cajal (CBs por sus siglas en inglés) cuerpos de locus 
de histona (HLBs por sus siglas en inglés) y perlas. También se encuentran fábricas de 
transcripción y replicación. Estudios donde han reportado presencia de los cuerpos nucleares 
mencionados anteriormente, se han realizado particularmente en mamíferos, aves, artrópodos y 
en anfibios. Xenopus laevis es el modelo estudiado para los anfibios (Gall y Wu, 2010; Nizami y 
Gall, 2012; Gavrilov y Razin, 2015; Wang et al., 2016). (Anexo 2) (Anexo 3) 
 
Los cuerpos nucleares independientes de la cromatina se encuentran dispuestos por todo 
el nucleoplasma. Entre estos, se encuentran los puntos nucleares, que son abundantes en la 
vesícula germinal de Xenopus laevis. Estos cuerpos eventualmente pueden ser transportados a la 
cromatina (Grob y McStay, 2014; Machyna et al., 2013; Nizami y Gall, 2012; Wang et al., 
2016).  Los puntos nucleares son compartimentos específicos que poseen componentes que 
participan en el sistema de corte y empalme (splicing). Los puntos nucleares pueden actuar como 
centros de reacción donde se coordinan procesos de transcripción, splicing y exportación de 
ARNm (Gavrilov y Razin, 2015; Kurogi et al., 2014).  
 
Al igual que el citoplasma, el núcleo está organizado por segmentos para facilitar la 
coordinación eficiente de procesos nucleares. Los nucléolos junto con proteínas nucleares, se 
encargan de regular el estrés celular (Grob y McStay, 2014; Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014; 
Lam y Trinkle-Mulcahy, 2015). También se encargan de regular el ciclo celular, detección y 
reparación del ADN entre otros procesos relacionados con los productos nucleares (Lam y 
Trinkle-Mulcahy, 2015).  
 
El nucléolo es el cuerpo nuclear extracromosomal más importante de la vesícula germinal 
o núcleo, que conjuntamente con el resto de cuerpos nucleares es llamado fábrica de ribosomas 
(Grob y McStay, 2014; Verdun, 2011; Nizami y Gall, 2012). El nucléolo está constituido por 
cuerpos de RNA/proteínas el cual no se encuentra delimitado por membranas (Brangwynne et 
al., 2011; Khodyuchenko y Krasikova, 2014; Sawyer y Dundr, 2016). Los nucléolos componen 
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grandes e importantes ensambles intracelulares cuyas propiedades físicas y rutas de elaboración 
son pobremente entendidas. Los cuerpos formados por RNA/proteínas se encuentran tanto en 
citoplasma como en el nucleoplasma celular, y desarrollan papeles importantes en el crecimiento, 
desarrollo y homeostasis de la célula. ( Gall y Wu, 2010; Brangwynne et al., 2011; Lam y 
Trinkle-Mulcahy, 2015).  
 
Una de las funciones de la vesícula germinal es la de proveer al oocito una gran cantidad 
de ribosomas, así como también el ser un centro de procesamiento de ARN mediante los 
nucléolos (Shaw y Brown, 2012). El tamaño de los nucléolos depende del ritmo al que producen 
amplificados de ADNr. Esto también determina la posibilidad de intercambiar componentes en el 
nucleoplasma entre sí (Brangwynne et al., 2011; Sretarugsa et al., 2001).  El nucléolo es una 
estructura dinámica capaz de adaptarse rápidamente al estado de actividad celular metabólica 
(Malatesta et al., 2000; Boulon et al., 2010; Shaw y Brown, 2012), puesto que puede adaptar 
tanto su actividad como su arquitectura. Se ha demostrado que la composición de los nucléolos 
es acuosa y dependiente de ATP, por lo que los procesos activos mantienen la fluidez del 
contenido nucleolar (Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014). Su estructura física se ve dominada por 
cambios que se dan a gran escala en el proteoma nucleolar como respuesta ante distintos 
inhibidores metabólicos. Estos efectos pueden deberse a condiciones ambientales y crecimiento 
celular (Andersen et al., 2005; Brangwynne et al., 2011).   
   
El plasma germinal es una región de mucha importancia en el citoplasma del oocito. Es 
un ooplasma especializado, que posee ciertos componentes encargados del destino celular de la 
línea germinal (King, 2014; Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013). Pertenece a la región 
METRO (Messenger Transport Organizer), junto con la nube mitocondrial. La nube 
mitocondrial se encuentra encargada de localizar al plasma germinal junto con sus ARNs 
asociados al polo vegetal del oocito. La mayoría de ARNs encontrados en los oocitos se asocian 
a la matriz del plasma germinal o a los gránulos germinales (Schisa, 2012; Kloc et al., 2002; 
Kloc et al., 2014) llamados anteriormente gránulos corticales (Dumont, 1972). Los gránulos 
germinales son organelas que usualmente contienen agregados de ARN y ribonucleoproteínas 
(RNP) (Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013), únicas del plasma germinal que se 
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ensamblan durante la oogénesis y sin necesidad de una membrana protectora, al igual que los 
nucléolos mencionados anteriormente (Brangwynne et al., 2011; Khodyuchenko y Krasikova, 
2014; Sawyer y Dundr, 2016).  
 
La formación del plasma germinal es de origen maternal y se da durante la oogénesis. 
(Sawyer y Dundr, 2016). La ausencia de este plasma germinal en el oocito ocasiona la migración 
anormal de los gránulos germinales, provocando así el descenso en la cantidad de gránulos 
germinales o produciendo completa esterilidad, ya que estos se encargan de procesos 
relacionados con el metabolismo de RNA incluyendo almacenamiento y degradación (Weber y 
Brangwynne, 2012). Además, los componentes del plasma germinal pueden tener funciones de 
protección de algunas moléculas, como los gránulos germinales, para evitar que estas moléculas 
sean utilizadas de manera muy anticipada en el desarrollo (Kloc et al., 2002, 2014; Voronina et 
al., 2011).   
 
3.2.  ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS 
 
Xenopus laevis es considerado un organismo con desarrollo bifásico, donde el embrión se 
desarrolla en un renacuajo de vida libre acuática con capacidad de alimentarse, para 
posteriormente desarrollarse en adulto (Callery, 2006; Laudet, 2011).  
Gastrotheca riobambae pertenece al grupo de los hemifráctidos. Tiene un marsupio 
dorsal, lo que la hace llamarse rana marsupial (Elinson y del Pino, 2012; Duellman, 2015). En G. 
riobambae se da el nacimiento de los renacuajos al eclosionar de los huevos, dentro del 
marsupio. La fertilización es externa y los huevos son ubicados dentro del marsupio de la hembra 
por parte del macho luego de haberlos fertilizado. La incubación de los huevos dentro del 
marsupio dura 4 meses (Elinson y del Pino, 2012; Schmid et al., 2012). En el grupo de los 
hemifráctidos se ha descrito un pérdida del estadio larval, pero hay un reaparecimiento de esta 
condición en Gastrotheca  (Elinson y del Pino, 2012; Duellman, 2015).  
 
Xenopus laevis tiene un modo de desarrollo bifásico y rápido con duración de tan solo 
horas. Comparando esto con G. riobambae, se muestra un desarrollo lento, de huevos con gran 
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tamaño. Los embriones se desarrollan al interior del marsupio de la madre y posteriormente los 
renacuajos de gran tamaño son liberados tras 120 días de incubación (del Pino, 1989; del Pino et 
al., 2007;  Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). La diferencia entre el desarrollo de X. 
laevis y las ranas marsupiales como G. riobambae es la capacidad que tienen los huevos para 
sobrevivir en diferentes ambientes (del Pino et al., 2007;  Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 
2012). 
El desarrollo directo es caracterizado como una de las estrategias reproductivas más 
exitosas entre los anfibios. En este tipo de desarrollo el embrión crece y nace con morfología del 
adulto, sin intervención de un estadio larval. Así, los huevos se encuentran modificados con 
grandes depósitos de yema. Para el caso de los hemifráctidos, necesitan nutrientes suficientes 
para permitir el desarrollo del embrión como para el proceso embrionario de incubación (Callery, 
2006;  Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012; Farrell, 2015; Duellman, 2015). El desarrollo 
directo apareció independientemente en 10 ocasiones en el orden Anura, y es evolutivamente 
más exitosa que la estrategia reproductiva bifásica (Desnitskiĭ, 2004; del Pino et al., 2007;  
Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012).  
 
Eleutherodactylus coqui es una especie con desarrollo directo, con fertilización interna y 
reproducción terrestre. Muestra fertilización interna y cuidado parental por parte del macho 
(Townsend et al., 1994). Posterior a la fertilización, los huevos son depositados en la tierra 
(Elinson y del Pino, 2012;  Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). La puesta es protegida por 
el macho durante alrededor de 3 semanas, hasta el nacimiento de las ranas miniatura (Elinson y 
del Pino, 2012).   
 
3.3.  Gastrotheca orophylax  
 
Es una rana marsupial grande, nocturna, arbórea, terrestre y de color verde fosforescente 
distintivo. Tiene reproducción estacional, con desarrollo directo, e incuba los huevos en un 
marsupio ubicado en el dorso de la hembra (Duellman y Pyles, 1980; Duellman y Hillis, 1987;  
Frolich et al, 2005). Se distribuye entre los 2620-2910 m.s.n.m en los bosques nublados 
primarios y secundarios de  las laderas Amazónicas de la cordillera oriental de los Andes en la 
región norte del Ecuador (provincias Napo a Sucumbíos, Carchi e Imbabura) y al extremo sur de 
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Colombia (Nudo de Pasto; departamentos de Nariño y Putumayo) (Coloma et al, 2004; 
Duellman y Hillis, 1987) (Anexo 4). También se ha encontrado en áreas intervenidas, cultivos 
con bosques naturales a los alrededores. Se la ha encontrado por la noche sobre hojas de 
Gunnera sp. Los cantos de los machos se han escuchado entre enero y julio. Su apareamiento se 
da fuera del agua, mediante amplexo axilar. Las hembras anidan con alrededor de 12-32 huevos 
por individuo. Los huevos tienen un tamaño alrededor de 5 - 6.1mm, se desarrollan en 2-3 meses, 
y luego nacen juveniles de 15.7 – 17.2mm de tamaño (Duellman y Hillis, 1987; Duellman y 
Pyles, 1980; Frolich et al, 2005).   
 
La población de G. orophylax se ha reducido significativamente en las últimas décadas y 
continúa en declive. Por esto, ahora es una especie poco común en el Ecuador, pese a que hace 
tres décadas se consideraba como común. Las mayores amenazas para su población son la 
actividad agrícola, asentamientos humanos y la deforestación, causando la degradación de su 
hábitat. Otros factores son el cambio climático, los agroquímicos de los pesticidas que se utilizan 
para las plantaciones de papas y enfermedades que pueden atacar a las poblaciones (Coloma et 
al., 2004; Ron et al., 2016; UICN, 2016).  
  
Esta especie está catalogada como En Peligro ya que se encuentra en un rango de menos 
de 5000 km2, y su distribución está severamente fragmentada (Coloma et al., 2004; UICN et al., 
2016, Ron et al., 2016). Cabe mencionar la total falta de estudios en oogénesis, embriológicos y 
de la línea germinal de Gastrotheca orophylax, especialmente tratándose de anuros hemifráctidos 
con desarrollo directo. Es por esto que este estudio es necesario, ya que pretende aportar 
conocimiento de una parte de la estrategia reproductiva de G. orophylax. La elaboración de la 
tabla de oogénesis de G. orophylax otorgará la primera contribución al conocimiento de 
información de oogénesis para su Biología reproductiva proporcionando así nuevos hallazgos 
para su conservación y mantención ex-situ.  
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4. OBJETIVOS 
 GENERAL 
Elaborar la primera tabla de oogénesis para un anuro hemifráctido mediante el uso de 
técnicas morfológica-descriptivas.  
ESPECÍFICOS  
 Elaborar la tabla descriptiva morfológica de la oogénesis de Gastrotheca orophylax, en 
relación al tipo de oogénesis de Gastrotheca riobambae y Xenopus laevis. 
 Aportar información acerca de la gametogénesis, estrategia y época reproductiva de 
Gastrotheca orophylax. 
 Proporcionar conocimiento acerca de la mantención y conservación ex-situ de un anuro 
hemifráctido con desarrollo directo.     
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1.  COLECCIÓN Y MANTENIMIENTO DE MATERIAL 
BIOLÓGICO 
 
Especímenes de Gastrotheca orophylax fueron obtenidos en la parroquia de Santa 
Bárbara, ubicada en la provincia del Carchi a una altura de alrededor 2.688 m.s.n.m. Esta 
localidad se encuentra en la cordillera oriental. Se encontró hembras en vegetación arbórea, 
alejadas de cuerpos de agua y al borde de carretera (Anexo 5).  
 
Se mantuvo a los individuos en cautiverio en terrarios de plástico con mallas plásticas, 
papel absorbente y charcas de agua ozonificada reposada a temperaturas entre 15 y 20°C. Se 
conservó el ambiente del terrario húmedo rociando agua reposada periódicamente. El cautiverio 
y manejo de los individuos se basó según los parámetros bioéticos de manutención según normas 
de la Asociación Americana de Medicina y Veterinaria (Wright y Whitaker, 2001; Laruta et al., 
2011, AVMA, 2013).  
 
5.2.  EXTRACCIÓN OVARIOS 
 
Se anestesió a las hembras con la solución MS-2222 para realizar la extracción quirúrgica 
de los ovarios. Se diluyó la solución a una concentración de 0.5% y se ajustó el pH entre 7-7.4. 
Se realizó una incisión en el cuarto inferior izquierdo de la parte ventral del anfibio (Fig. 1). Una 
vez que se seleccionó una porción de ovario se conservó en Saline Amphibian Ringer’s Solution 
(SARS), para su examinación previa a la fijación. Posteriormente a la operación se mantuvo a los 
especímenes en SARS hasta su recuperación (Wright y Whitaker, 2001; Degitz, 2005; Laruta et 
al., 2011, AVMA, 2013). 
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5.3.  MANTENCIÓN Y FIJACIÓN DE TEJIDOS GERMINALES 
FEMENINOS 
 
Se obtuvo dos porciones del ovario en SARS, se mantuvo a cada una de ellas en las 
siguientes soluciones: La primera porción se fijó en solución SMITH´S y permaneció por 
alrededor de 24 horas a temperatura ambiente. Se almacenó en Formaldehído al 1,5% a 4°C. La 
segunda porción se fijó en solución MEMFA por alrededor de 12 horas a temperatura ambiente. 
Se sumergió en Etanol y Metanol al 100% durante un periodo de 30 a 60 minutos para luego ser 
almacenada a -20°C.  
 
5.4.  FIJACIÓN, CORTES HISTOLÓGICOS, MICROFOTOGRAFÍA 
DIGITAL, ANÁLISIS DE MICROGRAFÍAS   
 
Para clasificar en estadios a los oocitos del tejido extraído del ovario del anuro 
Gastrotheca orophylax, se realizó una descripción morfológica. A su vez, para describir los 
estadios de oogénesis se clasificó según características morfológicas celulares de tablas de 
oogénesis previamente ya elaboradas de Xenopus laevis, Gastrotheca riobambae, Flectonotus 
pygmeaus y Eleutherodactylus sp. (Dumont, 1972; Nina y del Pino, 1977; del Pino y Humphries, 
1978; Rodríguez et al., 2010). Las placas de los cortes histológicos fijados y sellados del tejido 
extraído fueron procesadas en el laboratorio del área de patología del hospital Oncológico Solca 
de Quito. El tejido fue embebido en parafina, cortado por un micrótomo con un grosor de 5µm, y 
tinturado con eosina-hematoxilina.   
 
Después del proceso de fijación e histología se eligieron a las placas histológicas con 
mejor presentación y menor deformación. Se fotografió a los oocitos con la cámara “Lumenera 
USB Scientific camera- Infinity 1” acoplada a un esteroscopio Zeuss. Se fotografiaron a los 
oocitos grandes mediante el programa “Infinity Analyze Software”. Se tomaron alrededor de 10 
medidas de cada oocito a partir de fotografías del tejido previo a ser fijado y se realizó un 
promedio de las mismas. Para los nucléolos se contabilizó el número aproximado encontrado en 
cada vesícula germinal y se tomó medida del diámetro de los más grandes. 
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Se midió los diámetros de la vesícula germinal y se fotografió a las estructuras nucleares 
de los oocitos con el microscopio de Fluorescencia con la cámara Olympus DP72-TWAIN 
acoplada. Se estimó los valores aproximados de los diámetros de la vesícula germinal con el 
programa Olympus Cellˆ R: imaging station for life science. Se clasificó según las características 
celulares, nucleares y presencia de estructuras del citoplasma de la célula. También, se tomó en 
cuenta las diferencias de las medidas de tamaño, capas de recubrimiento del oocito y núcleo.  
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6. RESULTADOS 
 
Se analizó las estructuras celulares en alrededor de 24 oocitos de los cuales 21 fueron 
fotografiados, estos fueron obtenidos de una sola rana adulta (Fig. 1A). Para las medidas de 
diámetro del oocito se analizaron un total de 15 oocitos, de los 24 extraídos. La porción de 
ovario observada en la figura. 1B fue dividida en varias porciones para realizar los cortes 
histológicos y fijar en SMITH´S y MEMFA. En la figura 1B se presenta los estadios (II, III, IV y 
VI) encontrados según sus medidas del diámetro. En base a la información obtenida de los cortes 
histológicos de los oocitos, se encontraron seis estadios para la elaboración de la tabla de 
oogénesis de Gastrotheca orophylax. Las medidas en cuanto al diámetro total del oocito y de la 
vesícula germinal por estadios se resumen en las Tablas 1 y 2.   
 
6.1.  ESTADIO II (TEMPRANO):  
 
Para la clasificación del oocito en este estadio, solo se tomó en cuenta las características 
citoplásmicas, nucleares y celulares.  El diámetro de la vesícula germinal encontrada en los 
cortes tiene un diámetro de 193,90 ± 135,22 µm (Fig. 2A). Se puede observar un contraste en el 
citoplasma del oocito cerca de la vesícula germinal (v) mostrando la expansión de plaquetas de 
yema indicado por las flechas negras (Fig. 2B). En el núcleo o vesícula germinal (indicada por la 
flecha blanca) no se observa la presencia de nucléolos; en su lugar hay estructuras esféricas 
pigmentadas a lo largo de la vesícula germinal (flecha negra en la figura 2D) (Fig. 2B y 2D). Los 
oocitos muestran tres capas protectoras que constituyen el oolema. Estas capas se encuentran 
compuestas por: la teca (T) que contiene colágeno, fibrocitos y pequeños vasos sanguíneos de 
recubrimiento (no se muestra), y la capa de células foliculares (CF). El citoplasma se presenta 
homogéneamente granular con pigmentaciones esféricas llamadas gránulos corticales (GC) que 
son precursores de yema esparcidos por el citoplasma (Fig. 2C).    
 
6.2.  ESTADIO II (TARDÍO): 
 
Las medidas fueron tomadas de dos diferentes oocitos. El tamaño aproximado de su 
diámetro se encuentra entre las 830 – 930 µm. Solo se presenta una vesícula vesícula germinal en 
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los cortes con un diámetro de 158,57 ± 6,64 µm. La consistencia del oolema se observa 
mayormente compactada debido al aumento de colágeno. La consistencia de la yema es 
homogénea hacia la periferia del oocito. Durante este estadio la membrana vitelina no recubre de 
manera continua al oocito (Fig. 3A y 3C) sino hasta el estadio III. Alrededor del núcleo se 
visualiza la síntesis de yema hacia la periferia del oocito, por lo que se observa una calidad de 
yema distinta alrededor del núcleo (Fig. 3A y 3B). Se observó que la envoltura nuclear de la 
vesícula germinal es irregular y que los nucléolos aumentan en cantidad por todo el 
nucleoplasma en la vesícula germinal (flecha blanca). Los nucléolos pueden tener una estructura 
estrellada (flecha negra) (Fig. 3B) o una estructura esférica. También se observan inclusiones 
pigmentadas de diversos tamaños hacia el centro del núcleo (Fig. 3D). A medida que el oocito 
sigue creciendo los nucléolos se empiezan a posicionar hacia la periferia de la vesícula germinal 
(Fig. 3D). Las capas celulares protectoras del oolema presentan un mayor grosor. La membrana 
vitelina (v) a finales de este estadio aparece como una capa inerte, carente de células, de 
coloración brillante. Esta recubre directamente de manera discontinua al contenido 
citoplasmático del oocito. La membrana vitelina se nota de manera continua en el estadio III.  
Las células foliculares (CF) aumentan de tamaño. Hacia la periferia del citoplasma se observan 
los gránulos corticales (GC), plaquetas de yema (PY) y vacuolas periféricas (alveolos corticales) 
(AC) (Fig. 3E y 3F). 
 
6.3.  ESTADIO III 
 
Se midieron cinco oocitos, el tamaño aproximado de su diámetro se encuentra entre 950 – 
1690 µm y el diámetro de la vesícula germinal encontrada en los cortes tiene un diámetro de 
198,55 ± 17,75 µm (Fig. 4A y 4B). En este estadio ya es evidente el polo vegetal y animal, 
debido al posicionamiento de la vesícula germinal (v) que se encuentra hacia el polo animal del 
oocito. A medida que continúa la vitelogénesis se da la expansión de plaquetas de yema, las 
cuales continúan fusionándose en el citoplasma. Esto se puede evidenciar en las diferentes 
calidades de yema (flechas blanca y negra) (Fig. 4A). En la vesícula germinal se observó una 
gran cantidad de nucléolos con presencia de cromosomas plumosos (c) a través de todo el 
nucleoplasma. Se puede observar la acumulación de los nucléolos formando la karyosfera (k). Al 
final del estadio III, en el núcleo los cromosomas empiezan a condensarse y los nucléolos de la 
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periferia desarrollan vacuolas (flecha blanca) (Fig. 4B). La acumulación de yema hacia el centro 
del oocito (flecha blanca) forma una franja con menor concentración de yema en la periferia 
(flecha negra), debido a la formación de nuevas plaquetas de yema (Fig. 4C). La membrana de 
protección teca (T) se muestra en dos capas, esta es una característica usual en los anfibios. Las 
células foliculares (CF) son más alargadas debido al proceso de síntesis de yema. Finalmente, la 
membrana vitelina (V) recubre continuamente al oocito (Fig. 4D).           
 
6.4.  ESTADIO IV  
 
Para este estadio se midieron dos oocitos, el tamaño aproximado de su diámetro se 
encuentra entre las 2150 – 2380 µm y el diámetro de la vesícula germinal encontrada en los 
cortes tiene un diámetro de 243,38 ± 53,49 µm (Fig. 5A y 5D). En el polo vegetal se observa al 
plasma germinal (flecha negra) (Fig. 5A). Dentro del plasma germinal se observan 
pigmentaciones que son mitocondrias y gránulos germinales (Fig. 5B). A medida que continúa la 
síntesis de yema, ésta se acumula en forma de citoplasma perinuclear en la zona vegetal de la 
vesícula germinal (Fig. 5C). Los cromosomas plumosos (c) se empiezan a condensar y agrupar 
conjuntamente con los nucléolos (n) (karyosfera) hacia el centro de la vesícula germinal. De 
igual manera, se observan estructuras esféricas y de menor tamaño esparcidas por el 
nucleoplasma alejadas de la karyosfera (Fig. 5C y 5D). En este estadio los vasos sanguíneos que 
rodean al oocito aumentan en número y son más evidentes (Fig. 5E). 
 
6.5.  ESTADIO V  
 
Para este estadio se midieron a tres oocitos, el tamaño aproximado de su diámetro se 
encuentra entre las 2810 – 4030 µm (Fig. 6A). No se aprecia la vesícula germinal en los cortes 
histológicos, por lo tanto no se puede proporcionar información del diámetro del núcleo. A lo 
largo del citoplasma se evidenciaron vacuolas o alveolos corticales de gran tamaño, con un 
diámetro de 32,75 µm (Fig. 6B). Las células foliculares (CF) tienen una estructura alargada 
debido a la presencia de una gran cantidad de yema. Se observan gránulos de pigmento ubicados 
en la periferia del oocito, estos son melanosomas (ME) y gránulos corticales (GC); los que se 
suelen encontrar cercanos entre sí formando franjas. A medida que la etapa de vitelogénesis 
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continúa, las plaquetas de yema continúan fusionándose y empiezan a cristalizar su contenido 
dando lugar a plaquetas bipartitas (flecha negra) (Fig. 6C y 6D). Los alveolos corticales (AC) se 
encuentran frecuentemente en la periferia y a su vez, la membrana vitelina (V) alcanza su 
máximo grosor. Al final se observa el plasma germinal del oocito, el cual se encuentra privado 
de plaquetas de yema (Fig. 6D). 
 
6.6.  ESTADIO VI 
 
Para este estadio se analizaron tres oocitos y su tamaño está entre las 6300 – 6600 µm y 
el diámetro de la vesícula germinal encontrada en los cortes tiene un diámetro de 292,16 ± 
238,03 µm (Fig. 7A-7E). Las plaquetas de yema de menor tamaño están ubicadas en el polo 
animal (flecha negra) mientras que, las de mayor tamaño en el polo vegetal (flecha blanca) (Fig. 
7A). Como resultado de la expansión máxima de yema se forma una franja de menor 
concentración en la periferia del oocito, debido a la incorporación de plaquetas de yema (Fig. 
7B).  El citoplasma perinuclear (flecha negra) (Fig. 7C y 7D) se encuentra en la zona vegetal de 
la vesícula germinal. Mientras los estadios de los oocitos avanzaban se observó que los nucléolos 
fueron disminuyendo en cantidad. En este estadio los nucléolos son de forma esférica y se 
encuentran ubicados concéntricamente en el nucleoplasma. Se encontraron posibles puntos 
nucleares, que son estructuras esféricas de menor tamaño que los nucléolos, alejadas de los 
mismos y esparcidas por todo el nucleoplasma (flecha negra) (Fig. 7E). Los alveolos corticales 
(AC) se encuentran con más frecuencia en hileras alrededor de la periferia del oocito (Fig. 7F y 
7G). El plasma germinal está rodeando de manera discontinua al polo vegetal con un menor 
grosor que los anteriores estadios (flechas negras) (Fig. 7G y 7H). La membrana vitelina (V) de 
consistencia delgada junto con la teca (T), constituyen dos capas de mayor grosor. Por último, en 
la zona del polo vegetal las plaquetas de yema han aumentado de tamaño considerablemente 
(Fig. 7F-7H).   
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7. DISCUSIÓN 
 
En general, existe poca información acerca de la oogénesis de anuros siendo este estudio 
un aporte que se basó en investigaciones ya existentes de Xenopus laevis, Gastrotheca 
riobambae y Eleutherodactylus spp. (Dumont, 1972; Nina y del Pino 1977; del Pino y Sánchez, 
1977; del Pino et al., 1986). Este estudio morfológico de la oogénesis de Gastrotheca orophylax 
analizado a continuación, tiene la finalidad de proporcionar mayor información acerca de su 
biología reproductiva. Este aporte es de sumo interés ya que la especie G. orophylax no solo es 
una rana marsupial, sino que también presenta desarrollo directo (Duellman y Trueb, 1994; 
Duellman, 2015; Schmid et al., 2012).    
 
Los oocitos estadio 6 encontrados para Gastrotheca orophylax tienen un tamaño entre 4.2 
mm- 6.6 mm (Fig. 1B y 7A). A diferencia de Gastrotheca riobambae y Xenopus laevis que son 
de 2.8 mm- 3.6 mm y de 1.3 mm respectivamente (Dumont, 1972; del Pino et al., 1986; del Pino, 
1989; Desnitskiy, 2012). Los oocitos de G. orophylax tienen un gran tamaño debido a la 
acumulación de reserva de yema para la nutrición embrionaria. Las plaquetas de yema de G. 
riobambae miden entre 12 a 14 µm, en X. laevis llegan hasta los 8 a 12 µm de tamaño (del Pino, 
1989; Desnitskiy, 2012; Saenz-Ponce, Mitgutsch y del Pino, 2012). Mientras que en G. 
orophylax las plaquetas de yema miden entre 12 a 25 µm, debido al gran tamaño de los oocitos y 
sus reservas de yema. Las estructuras vacuoladas observadas en los estadios V (Fig. 6B) y VI 
(Fig. 7F y 7G) en el citoplasma de los oocitos de G. orophylax se denominan alveolos corticales. 
Estos vacuolas se encuentran compuestas por mucopolisacáridos que  también han sido 
encontradas en el pez y en la actividad de algunos gránulos corticales en el citoplasma de 
Xenopus laevis (Sretarugsa et al., 2001).   
 
La vitelogénesis comienza en el estadio II en G. riobambae, al igual que en G. orophylax 
en ambas especies los oocitos adquieren una coloración blanquesina debido a la formación de 
plaquetas de yema (del Pino et al., 1986; Desnitskiĭ, 2004). En Xenopus laevis este proceso 
comienza en el estadio III. Tanto en G. riobambae como en X. laevis los oocitos pre-
vitelogénicos corresponden al estadio I. Estos oocitos no exhiben presencia de plaquetas de 
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yema, por lo tanto presentan un citoplasma translúcido con ausencia de la membrana vitelina. La 
vesícula germinal se posiciona centralmente con los nucleólos situados hacia la periferia de la 
misma, con ausencia de cromosomas plumosos (Dumont, 1972; del Pino et al., 1986). En el 
presente estudio no se encontró oocitos pre-vitelogénicos estadio I, por lo tanto se desconoce 
características de los mismos.  
 
En los estadios II al IV (830 – 2380 µm) (Figs. 2-5) de Gastrotheca orophylax se observó 
la acumulación de yema en el centro del oocito, sin la llamada zona cortical basofílica (Kemp, 
1953). Los oocitos no poseen pigmentación en el polo animal por lo tanto, no se tiñe la zona 
basofílica. Solo se observa una concentración de plaquetas en la zona cortical. Esto quiere decir 
que se está efectuando un nuevo ciclo de vitelogénesis al interior del citoplasma ( Kemp, 1953; 
Czolowska, 1969; Sretarugsa et al., 2001).  
 
Los oocitos vitelogénicos (estadios II al V) y post-vitelogénicos (estadio VI) en Xenopus 
laevis se encuentran en un rango de 300-1300 µm (Dumont, 1972). En Gastrotheca riobambae 
los oocitos vitelogénicos (estadios III-VI) se encuentran en un rango entre 400-2100 µm (del 
Pino et al., 1986). Para Gastrotheca orophylax los oocitos vitelogénicos (estadios II-VI) se 
encuentran entre los 830-6600 µm (Figs. 2-7). Tomando en cuenta el modo de desarrollo bifásico 
de X. laevis y el nacimiento de renacuajos en G. riobambae se justifica al gran tamaño de oocitos 
en G. orophylax. La elevada cantidad de yema garantiza un respaldo en cuanto a cantidad de 
energía necesaria para llevar a cabo la incubación y desarrollo del embrión hasta su nacimiento 
(Duellman y Pyles, 1980, 2015; Frolich et al., 2005).   
 
Los oocitos de Gastrotheca orophylax son mononucleados, al igual que G. riobambae y 
Xenopus laevis. No se puede identificar la zona del polo animal-vegetal en los oocitos de G. 
orophylax al igual que en los de G. riobambae debido a la ausencia de pigmento en el polo 
animal. La ubicación del polo animal en G. riobambae puede ser distinguida en oocitos estadio 
VI mediante la visualización en de un punto translúcido el cual contiene a la vesícula germinal 
(del Pino et al., 1986), al igual que en los oocitos fijados de G. orophylax. En cuanto a los 
fijativos, para los oocitos de Xenopus laevis se utilizaron fijativos Carnoy’s, Ammerman’s, o 
Rossman’s, Formalina en buffer neutral al 10% y Bouin’s (Dumont, 1972). Para los oocitos de 
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Gastrotheca riobambae se usaron los fijativos de Glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato, para 
oocitos pre-vitelogénicos y fijativo Romeins para oocitos vitelogénicos (del Pino et al., 1986). 
Los fijativos MEMFA y SMITH’S en los cuales se fijaron indistintamente a los oocitos de 
Gastrotheca orophylax no presentan una reducción en el tamaño del oocito, pero su estructura se 
vio alterada tras el proceso de fijación. Es por esto, que las medidas realizadas para los estadios 
se obtuvieron de fotografías del ovario fresco. En este estudio ambos fijativos presentan ser 
factibles para la conservación de estructuras dependiendo de la técnica de rehidratación previa y 
posterior a los cortes histológicos.  
 
En el estadio IV de Gastrotheca orophylax existe la presencia del plasma germinal (Fig. 
5A y 5B). En Xenopus laevis el plasma germinal se empieza a formar en los primeros estadios 
(pre-vitelogénico I, estadio I) junto con la nube mitocondrial o cuerpo de Balbiani, cerca de la 
vesícula germinal (Kloc et al., 2002; Nijjar y Woodland, 2013). Posteriormente en los siguientes 
estadios (estadios II-V), el plasma germinal se dirige en dirección vegetal del oocito, ubicando a 
los gránulos germinales en el ápice del polo vegetal, seguido por fragmentos de la nube 
mitocondrial desagregada. Finalmente los gránulos germinales y las mitocondrias se ubican en la 
periferia del polo vegetal del oocito, conformando así el plasma germinal (King, 2014; Kloc et 
al., 2002, 2014; Nijjar y Woodland, 2013; Schisa, 2012). En el estadio IV de Gastrotheca 
orophylax se pudo determinar al polo vegetal debido al alto contenido de yema proporcionado 
por plaquetas de gran tamaño y del plasma germinal. De esta manera, la nube mitocondrial es 
considerada como uno de los primeros marcadores morfológicos de polaridad del oocito e 
indicador del futuro animal-vegetal (Kloc et al., 2014; Liu, 2006).   
 
En G. orophylax el diámetro de la vesícula germinal se encuentra entre las 158-290 µm 
(Tabla. 2). En G. riobambae se encuentra entre los 500-600 µm y X. laevis 400- 500 µm. El 
tamaño de la vesícula germinal en G. orophylax es menor que las otras dos especies no obstante, 
el volumen de los oocitos no se encuentra relacionado con la expansión de la vesícula germinal 
(del Pino et al., 1986). Además, se debe tener en cuenta que el número de oocitos analizado fue 
de una sola hembra. 
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La karyosfera aparece desde el estadio III (Fig. 4B) en Gastrotheca orophylax al igual 
que en G. riobambae y se encontró en la vesícula germinal de los estadios III, IV y VI (Figs. 4B, 
5C-D, 6B-F) (del Pino et al., 1986; Schmid et al., 2012). La karyosfera observada en G. 
orophylax (Figs. 5C y D) se dispone como un agrupamiento de nucléolos en el centro del núcleo 
como resultado de la concentración de los cromosomas plumosos en un espacio nuclear 
(Batalova y Bogoliubov, 2013; del Pino, 1989). La formación de la karyosfera es una 
característica de una fase de dormancia y suspensión de síntesis de RNA en el núcleo, cuando el 
oocito alcanza su crecimiento máximo (Schmid et al., 2012). La vesícula germinal en los oocitos 
tanto de G. riobambae como en G. orophylax, muestran encontrarse en estado inactivo al 
presentar la karyosfera mucho antes de que el oocito alcance su crecimiento máximo (del Pino, 
1989; Schmid et al., 2012; Batalova y Bogoliubov, 2013). Este hecho coincide con la incubación 
prolongada en el marsupio que se da en G. riobambae (Schmid et al., 2012), al igual que en G. 
orophylax.  
 
Otra característica observada en la vesícula germinal de los oocitos de los estadios (IV y 
VI) de G. orophylax es el citoplasma perinuclear o basofílico en la vesícula germinal (Figs. 5C y 
7C y D). Dumont (1972) lo describe como el comienzo de la polarización de la envoltura nuclear 
en el estadio V de Xenopus laevis, donde la envoltura se desplaza a manera de acumulación de 
plaquetas hacia dirección vegetal de la vesícula germinal, llamado también citoplasma basofílico 
(Kemp, 1953; Dumont, 1972). 
 
Los nucléolos observados en la vesícula germinal de Gastrotheca orophylax, tienen 
formación irregular (estrellada) en el estadio II (tardío), donde se da el comienzo de la expansión 
de yema. Los nucléolos se encuentran dispuestos por toda la vesícula germinal (Fig. 3F). En el 
estadio IV, se observa el citoplasma perinuclear y a los nucléolos con forma estrellada que se 
encuentran agrupados concéntricamente, mientras que los cromosomas plumosos se ubican hacia 
el centro del espacio nuclear (Fig. 5C y D). De igual manera, los nucléolos irregulares aparecen 
en estadios tempranos de Xenopus laevis (Sleeman y Trinkle-Mulcahy, 2014). Esta forma 
irregular de los nucléolos se debe a que son estructuras dinámicas que responden ante 
alteraciones en la actividad metabólica del anuro (Andersen et al., 2005; Brangwynne et al., 
2011).  
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La hembra de la especie G. riobambae incrementa el tamaño de los oocitos como 
consecuencia de la acumulación de plaquetas de yema posterior al nacimiento de los renacuajos; 
indicando que esta lista para el siguiente ciclo reproductivo. Este proceso es la principal 
característica metabólica en los oocitos de gran tamaño, al igual que en los oocitos de G. 
orophylax (Schmid et al., 2012). 
 
    La cantidad de nucléolos en G. orophylax disminuye a medida que los oocitos avanzan 
en los estadios; al igual que en oocitos de Eleutherodactylus unistrigatus, Flectonotus pygmeaus 
y Xenopus laevis (Dumont, 1972; Nina y del Pino, 1977; del Pino y Humphries 1978; Rodríguez 
et al., 2010). Por el contrario en G. riobambae, el número de nucléolos aumenta mientras que su 
diámetro disminuye (del Pino et al., 1986). El número de nucléolos que se registró para G. 
orophylax en un oocito es alrededor de 40, en la vesícula germinal con un diámetro de 198,55 ± 
17,75 µm (Fig. 4A y 4B). G. riobambae presenta un máximo de 300 nucléolos para un total de 
siete oocitos y un diámetro de la vesícula germinal entre 500-600 µm.  En el caso de X. laevis 
presenta de 1000-1500 nucléolos y el diámetro de la vesícula germinal es de 400-500 µm 
(Brangwynne et al., 2011; del Pino et al., 1986). Se sugiere que el aumento en la cantidad de 
nucléolos de oocitos vitelogénicos se debe a la insuficiencia de síntesis de ARNr, como también 
puede que la velocidad de síntesis y ensamblaje sea especie-específica  (Rodríguez et al., 2010). 
 
En los últimos estadios de los oocitos en G. orophylax (estadio IV) (Fig. 5C y 5D) y VI 
(Fig.7B - E) y G. riobambae (estadios IV-VI) los nucléolos se agrupan alrededor de los 
cromosomas  (del Pino et al., 1986). El tamaño de los nucléolos está determinado por eventos de 
fusión y el ritmo al cual se incorporan componentes proteínicos y de RNA. Por otra parte, el 
tamaño del nucléolo puede determinar la posibilidad de intercambiar entre sí componentes en el 
nucleoplasma (Brangwynne et al., 2011). 
 
Además de los nucleólos y cromosomas observados en Gastrotheca orophylax (Figs. 3B 
y 3F, 4B, 5D, 7E) se han encontrado otros cuerpos extracromosomales en la vesícula germinal de 
Xenopus laevis (Gall y Wu, 2010).  Estos cuerpos corresponden a las perlas y HLBs los cuales se 
encuentran asociados y relacionados con la cromatina, estos cuerpos son similares 
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estructuralmente a los nucléolos (Gall y Wu, 2010; Khodyuchenko y Krasikova, 2014; Nizami et 
al., 2010). Los nucléolos están asociados con los cromosomas plumosos como se observó en el 
estadio IV (Fig. 5C). Las perlas también se encuentran asociadas con los cromosomas plumosos 
en la vesícula germinal de X. laevis, pero se diferencian de los nucléolos en la función molecular 
que desempeñan en el núcleo (Schmid et al., 2012; Nizami et al., 2012). Las perlas son 
perfectamente esféricas y son predominantes en los oocitos de hembras juveniles de X. laevis 
(Nizami et al., 2012). Por esta razón, puede que exista una cantidad escasa o inexistente de perlas 
en la hembra adulta de G. orophylax analizada en este estudio (Fig. 1A).  
 
En los estadios II-III-IV y VI de G. orophylax el nucleoplasma de la vesícula germinal 
presenta pigmentaciones más pequeñas que los nucléolos (Figs. 2B, 3D, 5D, 7E). Estas 
pigmentaciones pueden ser puntos nucleares, éstos junto con los cuerpos de Cajal (CBs) son 
cuerpos nucleares independientes de la cromatina que se encuentran dispersos en el 
nucleoplasma (Handwerger, 2004; Gall y Wu, 2010; Nizami y Gall, 2012). Además, en cuestión 
de tamaño, los puntos nucleares comparados con los CBs son bastante pequeños (Gall y Wu, 
2010). Estos cuerpos extracromosomales además de los nucléolos podrían encontrarse en el 
nucleoplasma de la vesícula germinal de G.orophylax (Figs. 5D y 7E).  
 
Según los resultados obtenidos se propone la posible presencia de puntos nucleares en la 
vesícula germinal de G. orophylax. Estos se encuentran en el nucleoplasma privado de nucleólos 
(Fig. 7E). Los puntos nucleares suelen formarse predominantemente en regiones 
nucleoplásmicas alejadas de territorio cromosómico y otras organelas nucleares. También 
pueden localizarse en regiones al azar o cerca de genes (Spector y Lamond, 2011; Kurogi et al., 
2014). Tanto los CBs como los puntos nucleares dependen de la actividad transcripcional de la 
célula y juegan roles importantes tanto en la transcripción y procesamiento de ARN en el núcleo 
(Handwerger, 2004; Kurogi et al., 2014; Gavrilov y Razin, 2015; Wang et al., 2016). Estudios 
proteómicos han revelado que los cuerpos nucleares poseen naturaleza plurifuncional, la cual 
puede contribuir al incremento y coordinación de la eficiencia de procesos nucleares además de 
la compartimentalización del núcleo (Verdun, 2011; Schisa, 2012; Grob y McStay, 2014; 
Khodyuchenko y Krasikova, 2014).  
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Tanto los nucléolos como los cromosomas plumosos en la vesícula germinal de 
Gastrotheca orophylax fueron identificados en cuanto a su morfología. Los cuerpos nucleares 
antes mencionados han sido clasificados y diferenciados de acuerdo a su morfología, 
composición y función molecular. De la misma manera, se tomó en cuenta su asociación con 
locus específicos de los cromosomas plumosos en estudios de la vesícula germinal de Xenopus 
(Nizami et al., 2012). No se puede asegurar la existencia de estos cuerpos nucleares en la 
vesícula germinal de Gastrotheca orophylax. Para esto se debería aplicar la metodología 
necesaria con técnicas de inmunofluorescencia, inmunotinción y examinación mediante 
inmersión en aceite de la vesícula germinal, las que fueron previamente utilizadas en Xenopus sp. 
(Handwerger, 2004; Nizami et al., 2010; Gall y Wu, 2010; Khodyuchenko y Krasikova, 2014).  
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8. CONCLUSIONES 
 
La mayoría de las especies del género Gastrotheca se reproducen probablemente por 
temporadas, es decir, una vez al año (Duellman y Pyles, 1980; Duellman, 2015). La especie 
Flectonotus pygmeaus presenta el tipo de oogénesis síncrona (del Pino y Humphries, 1978; 
Schmid et al., 2012) de igual manera que G. riobambae, donde solo una agrupación de oocitos 
alcanza su tamaño máximo en cada temporada de reproducción. Por lo tanto, G. riobambae, 
carece de oocitos de estadios intermedios (IV-V) (del Pino et al., 1986; Schmid et al., 2012). 
 
Gastrotheca orophylax pertenece a la familia Hemiphractidae, dentro de la cual existen 
modos de reproducción de desarrollo directo como larvario. Estudios filogenéticos demuestran 
que el modo de reproducción de desarrollo directo es basal dentro del género Gastrotheca. En la 
familia Hemiphractidae existen modos de reproducción con estadios larvarios de vida libre pero 
dependientes de alimento como es el caso de Flectonotus sp. (Haas, 2009; Duellman, 2015) a 
diferencia de G. riobambae donde los estadios larvarios son de vida libre pero independientes de 
alimento (Blackburn y Duellman, 2013; Duellman, 2015).  
 
Se encontraron seis estadios en la oogénesis de Gastrotheca orophylax exceptuando los 
oocitos pre-vitelogénicos, probablemente por errores de fijación y preparación del tejido. Los 
oocitos llegan a tener un tamaño de 6.6mm, el que es significativamente mayor en comparación 
con las especies Xenopus laevis y Gastrotheca riobambae. Eleutherodactylus junto con 
Gastrotheca orophylax son ahora los anuros con modo de reproducción de desarrollo directo que 
presentan estudios de su oogénesis. Se determinó que la oogénesis entre las especies analizadas 
como Xenopus laevis, Gastrotheca riobambae, Flectonotus pygmeaus y Eleutherodactylus es 
bastante similar en cuestión de morfología y composición celular (Dumont, 1972; Nina y del 
Pino 1977; del Pino y Humphries 1978; Rodríguez et al., 2010).  
 
No se puede saber con certeza si la oogénesis de G. orophylax es síncrona o asíncrona, ya 
que para afirmar se necesita de más registros de individuos y una mayor cantidad de oocitos. Sin 
embargo, se determinó los estadios de oogénesis en base a una sola hembra. Tampoco se puede 
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asegurar si el modo de oogénesis es influenciado por el modo de reproducción, ya que se 
necesitan estudios tanto taxonómicos como moleculares. 
 
 La información proporcionada en relación a los resultados obtenidos en el estudio 
constituye el primer reporte de descripción morfológica y descriptiva de la oogénesis de G. 
orophylax. Siendo así este estudio, el primer registro acerca de la gametogénesis parcial para un 
anuro hemifráctido con estrategia reproductiva de desarrollo directo. La información acerca de 
esta especie es muy limitada, sobre todo tratándose de su morfología reproductiva temprana. Los 
estudios acerca de la oogénesis en los anuros son muy escasos, por lo tanto esta información 
proporciona un mayor conocimiento sobre su modo reproductivo y estimación de épocas 
reproductivas.    
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Figura 1. Gastrotheca orophylax (A) Hembra adulta de la que se obtuvo los oocitos analizados 
para este estudio. (B) Ovario adquirido en fresco. Oocitos (estadios II, III, IV y VI) 
extraídos bajo estereoscopio de disección sumergidos en solución salina SARS. (C) 
Extracción del ovario izquierdo del cuarto inferior del anfibio mediante el procedimiento 
quirúrgico que se llevó a cabo para la ovariotomía. Estos oocitos fueron utilizados para la 
fijación y posterior tinción.   
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Figura 2. Oocitos Estadio II (temprano) Oocitos tinturados con eosina-hematoxilina. (A) 
Núcleo o la vesícula germinal (v) situada la posición central del oocito. (B) Sección de 
citoplasma de yema adyacente al núcleo indicada por las flechas negras. Las flechas 
negras muestran la presencia de diferentes tipos de yema. La fotografía es magnificación 
del mismo oocito de la figura A. (C) Periferia del citoplasma recubierto por la Teca (T), 
seguida de esta capa, se encuentra la capa las células foliculares (CF) y los gránulos 
corticales (GC) ubicados en la periferia citoplasma. (D) Sección diferente del oocito de la 
figura A, la flecha blanca indica pequeñas estructuras esféricas a lo largo de la vesícula 
germinal (v). Vesícula germinal (v), Teca (T), células foliculares (CF), gránulos 
corticales (GC). 
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Figura 3. Oocitos Estadio II (tardío) (A) La vesícula germinal (v) está posicionada en el 
centro, la yema se encuentra dispersa por el citoplasma excepto en secciones adyacentes a 
la vesícula germinal, donde la calidad de yema es diferente del resto del citoplasma. (B) 
Corte de la vesícula germinal de una sección diferente del oocito mostrado en la figura A. 
Los nucléolos están posicionados a lo largo del centro de la vesícula germinal indicados 
por la flecha blanca y los que tienen un contorno estrellado están indicados por la flecha 
negra. También existe la presencia de yema al parecer ausente de plaquetas de yema 
rodeando al núcleo. (C) Oocito con vesícula germinal posicionada centralmente en el 
oocito (v), la envoltura indicada por la flecha blanca tiene un mayor grosor. El corte 
indicado es parcial puesto que se desprendió tras el proceso histológico. (D) Contorno 
irregular de la vesícula germinal, los nucléolos se encuentran en la periferia del núcleo y 
también pequeños pigmentos están esparcidos a lo largo del núcleo. (E) Periferia del 
citoplasma de una sección distinta de la imagen A y C. El grosor de la membrana vitelina 
(V) aumenta como también el de las células foliculares (CF). En la periferia del 
citoplasma se ubican gránulos corticales (GC), vacuolas periféricas llamadas alveolos 
corticales (AC) y plaquetas de yema (PY). (F) Sección de la periferia del citoplasma de 
un oocito que no se muestra en la figura. La Teca (T) aumenta en grosor, junto con las 
células foliculares. vesícula germinal (v), membrana vitelina (V), células foliculares (CF), 
gránulos corticales (GC), alveolos corticales (AC), plaquetas de yema (PY), Teca (T).  
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Figura 4. Oocitos Estadio III (A) La vesícula germinal está posicionada hacia el polo animal 
del oocito (PA). La distribución de la yema tiene una calidad más concentrada hacia el 
centro del citoplasma señalada por la flecha blanca. Mientras que la flecha negra indica la 
expansión de yema en el citoplasma hacia la periferia. (B) El corte de la vesícula 
germinal corresponde a una sección distinta del corte del oocito mostrado en la figura A. 
Se evidencia a nucléolos de gran tamaño y cromosomas plumosos (c). Se indica también 
una conglomeración de nucléolos formando la karyosfera (k). La flecha blanca muestra a 
una vacuola desarrollada por nucléolos periféricos. El contorno del núcleo es estrellado 
con compartimentos de forma ovalada rodeada de un espacio vacío carente de yema. (C) 
Corte de la misma sección del oocito de la figura A, pero de diferente sección a la figura 
B. Las flechas indican las dos clases diferentes de yema, la flecha blanca indica a la 
expansión de yema llamada síntesis periférica de yema y la flecha negra indica la franja 
compuesta por la formación de nuevas plaquetas de yema. (D) Esta sección es del mismo 
corte del oocito de la figura C. La Teca (T) se muestra en dos capas, las células 
foliculares (CF) se observan un poco más distanciadas y alargadas, y la membrana 
vitelina (V) es bastante evidente. Se observa a plaquetas de yema formadas debido al 
proceso de síntesis de yema. Polo Animal (PA), Polo Vegetal (PV), cromosomas 
plumosos (c), karyosfera (k), Teca (T), células foliculares (CF), membrana vitelina (V). 
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Figura 5. Oocitos Estadio IV (A) Se puede determinar a los polos animal (PA) y vegetal (PV) 
por la consistencia de la yema en extremos opuestos del oocito y el plasma germinal 
indicado por la flecha negra localizado en el polo vegetal (PV). (B) Este corte es de una 
sección diferente del oocito mostrado en la figura A. El plasma germinal se indica por la 
flecha negra. (C) El corte de la vesícula germinal es de un oocito diferente al de la figura 
A. Las diferentes calidades de yema rodean a la vesícula germinal (citoplasma 
perinuclear). Los nucléolos se agrupan formando la karyosfera (k), mientras que se 
observan estructuras esféricas de menor tamaño llamadas puntos nucleares ubicadas a lo 
largo del nucleoplasma. (D) El corte es del mismo oocito de la figura C, pero diferente 
sección. Los cromosomas (c) se concentran hacia el centro de la agrupación, junto con 
nucléolos (n) y otros cuerpos nucleares de menor tamaño. Los nucléolos de mayor 
tamaño tienen una apariencia estrellada más que esférica. (E) Vaso sanguíneo. En el 
estadio IV hay un incremento de número y tamaño de los vasos sanguíneos indicados por 
la flecha negra, seguido por un aumento de grosor de las células foliculares. Polo Animal 
(PA), Polo Vegetal (PV), karyosfera (k), cromosomas (c), nucleólos (n).  
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Figura 6. Oocitos Estadio V (A) Oocito fotografiado con estereoscopía de disección, con un 
diámetro de 4192,39 µm. La expansión de yema es homogénea además en este corte no 
se encontró a la vesícula germinal, es por esto que no se puede ubicar a los polos animal 
y vegetal. (B) Vacuola o alveolo cortical, estas se ubican en distintas posiciones en el 
citoplasma del oocito. (C) Corte de un oocito diferente de la figura A. Las células 
foliculares (CF), los gránulos corticales (GC) y los melanosomas (ME) son cuerpos 
pigmentados ubicados mayormente en la periferia del oocito. La flecha negra indica la 
apariencia bipartita de plaquetas de yema. (D) Corte de un oocito diferente de la figura A 
y C. Los gránulos corticales (GC) están por encima de los melanosomas (ME) y se 
observa muy evidente a la membrana vitelina (V). Células foliculares (CF), melanosomas 
(ME), gránulos corticales (GC), membrana vitelina (V), alveolos corticales (AC).  
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Figura 7. Oocitos Estadio VI (A) La vesícula germinal (v) está ubicada en el polo animal del 
oocito. La flecha negra señala a las plaquetas de yema de mayor tamaño. La flecha blanca 
indica la zona del polo vegetal; las plaquetas de yema empiezan a aumentar en tamaño. 
(B) Este corte pertenece a una diferente sección del mismo oocito de la figura A. En la 
periferia del oocito se ve como la yema se expandió hacia los bordes. (C), (D) y (E) Son 
cortes de diferentes secciones del mismo oocito de la figura A. (C) y (D) La flecha negra 
señala la acumulación de la yema (citoplasma perinuclear) hacia el polo vegetal de la 
vesícula germinal. (E) Los nucléolos se agrupan concéntricamente en el nucleoplasma, 
los de mayor tamaño disminuyeron considerablemente en cantidad y se observan de 
forma más esférica que estrellada. La flecha negra indica a los puntos nucleares 
esparcidos en el nucleoplasma. (F), (G) y (H) Son cortes de un oocito diferente de las 
anteriores figuras. Las células foliculares (CF) son más alargadas en este estadio, la Teca 
(T) forma dos capas y los gránulos corticales (GC) están ubicados hacia la periferia. La 
membrana vitelina se exhibe como una capa bastante delgada. (G) y (H) Las flechas 
negras señalan al plasma germinal en el polo vegetal. Por último, los alveolos corticales 
(AC) se observan con mayor continuidad en este estadio. Polo Animal (PA), Polo 
Vegetal (PV), células foliculares (CF), Teca (T), gránulos corticales (GC), alveolos 
corticales (AC).              
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Tabla 1. Medidas obtenidas del diámetro en micras (µm) de oocitos para cada estadio  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estadios 
oocitos 
 
 
N 
Rango 
General   
(µm) 
Estadio II 
(tardío) 
2 830-930 
Estadio III 5 950-1690 
Estadio IV 2 2150-2380 
Estadio V 3 2817-4037 
Estadio VI 3 6300-6600 
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Tabla 2. Medidas obtenidas del diámetro de la vesícula germinal en micras (µm) de oocitos para 
cada estadio 
 
Estadios N Promedio 
de 
Medida 
Desviación 
estándar 
(±) 
 
Mín 
 
Máx 
Estadio II 
(temprano) 
1 193.91 135.22 115.205 396.18 
Estadio II 
(tardío) 
1 158.57 6.64 151.32 164.37 
Estadio III 1 198.55 17.76 151.57 220.42 
Estadio IV 1 243.37 53.50 113.09 280.98 
Estadio VI 2 292.16 238.04 47.04 910.18 
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Anexo 1.- Tabla de oogénesis comparando los 6 estadios de Xenopus laevis (Dumont, 1972) y 
Gastrotheca riobambae (del Pino et al., 1986). Contempla de cada estadio: diámetro, 
consistencia del citoplasma, presencia de plaquetas de yema, cromosomas, cantidad aproximada 
de nucléolos, karyosfera y distinción de polos animal y vegetal. 
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Anexo 2.- Presencia de cuerpos nucleares aislados de la vesícula germinal de Xenopus laevis, el 
estudio realizado muestra el contenido aislado en solución salina y suspendido en aceite mineral 
para su observación en microscopía de contraste de fase. Se observan nucléolos (N), cuerpos de 
Cajal (CBs) y puntos nucleares (S). Las barras indican 10 µm (Gall y Wu, 2010).   
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Anexo 3.– Microscopía de contraste de fases mediante las técnicas de Immunostaining e 
hibridización in-situ fluorescente se muestra los cuerpos nucleares como HLBs (mostrados por 
las puntas de flecha) y perlas (mostradas por las flechas) asociados a los cromosomas plumosos 
en oocitos maduros de Xenopus laevis y X. tropicalis (Nizami y Gall, 2012). 
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Anexo 4.- Mapa de localización de la especie Gastrotheca orophylax en la coordillera oriental 
Andina del Ecuador en la provincia del Carchi en la Parroquia de Santa Bárbara. En los mapas de 
distribución los puntos rojos indica donde la especie ha sido registrada; mientras que los círculos 
azules indican los registros del Museo de Zoología QCAZ, mientras que los cuadrados naranjas 
muestran registros de la literatura (Ron et al., 2016).  
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